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(57) Abstract v 

In the analysis method by capillary electrophoresis with fluorescence detection, a sample containing the product to be ana- 
lyzed marked with a fluorescent agent is passed into an electrophoresis capillary having an inner diameter not exceeding to 100 *. 
um, a laser beam focussed onto the capillary by means of a light concentration device is used to stimulate fluorescence, and the 
fluorescence is detected in a colinear manner, in the axis illuminated by the laser beam and on the same side of the capillary, by 
means of the light concentration device used to focus the laser beam and a photodetector. The method provides for a large variety 
of applications, particularly in molecular biology and in the pharmaceutical field as well as in the determination of traces of ions. 



(57)Abrege 

Procede d'analyse par electrophorese capiilaire avec detection par fluorescence, dans lequel on fait passer dans un capil- 
laire d'electrophorese de diametre interieur inferieur ou egal a 100 um un echantillon contenant les produits a analyser marques 
au besoin par un agent de fluorescence. On utilise pour exciter la fluorescence un faisceau laser focalise sur le capiilaire par un 
dispositif de concentration de la lumiere et on detecte la fluorescence de maniere colineaire, soit dans 1'axe d'illumination par le 
faisceau laser et du meme cote du capiilaire, a l'aide du dispositif de concentration de la lumiere utilise pour focaliser le faisceau 
laser et d'un photodetecteur. Ce procede pennet un grand nombre d'applications, notamment en biologie moleculaire et dans le 
domaine pharmaceutique, ainsi que pour l'analyse de traces d'ions. 
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Procede d 1 analyse par electrophorese capillaire avec 
detection par fluorescence. 

L' invention concerne un procede d 1 analyse par 
electrophorese capillaire avec detection par 
fluorescence, et ses applications. 

L' electrophorese capillaire est une technique de 
5 separation puissante qui permet de de "teeter la presence 
de tres faibles quantites de substances dans des zones 
de detection de tres faible volume Ccf. J. V. Jorgenson 
and K, D. Lukacs, Anal. Chem. 53, 1298-1302, 1981 et N. 
A. Guzman, L. Hernandez and P. G. Hoebel, Biopharm. 
10 Hanuf . » 2 C1989), 22], La migration electrophoretique se 
fait dans un capillaire rempli d' un tampon 
essentieliement aqueux ou dans un capillaire garni de 
gel, les substances etant dissoutes dans une solution 
tamponnee . 

15 Plusieurs modes de detection <spectrometrie UV, 

amperometrie, conductometrie, . . . > peuvent etre utilises 
CV. G. Kuhr, Anal. Chem. 62, 1990 <403-R>3 mais la 
detection par fluorescence s*est r eve lee etre 
particulierement sensible CR. T. Kennedy, M. D. Oates, 

20 B. R. Cooper, B. Nickerson and J. V, Jorgenson, Science, 
246 <1989> 573 . La fluorescence est la propriete que 
possedent certaines suostances d'emettre, lorsqu'elles 
sont excitees par une lumiere d' une certaine longueur 
d'onde, un ravonnement de longueur d' onde superieure a 

25 ceile des rayons incidents. Les substances qui ne 
possedent pas de fluorescence naturelle peuvent 
toutetois etre detectees si elles ont prealablement ete 
marquees par un agent ae fluorescence, par exemple la 
tluorrsceine Dour n'en citer qu'un. 
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La sensibility de la detection par fluorescence vient 
du fait que 1' emission de fond Chors fluorescence) est 
faible de sorte qu'il se produit un changement important 
de 1' emission provenant soit de f luorochromes soit de 
fluorescence native. Ceci contraste avec les phenomenes 
classiques d' absorption en UV ou en visible ou la 
difference d« absorption entre la solution tamponnee et 
le produit analyse est faible. En outre du fait de 
1' existence de deux longueurs d' onde precises <ener ff ie 
d' excitation et energie d' emission), la selectivity de 
la detection est elevee. 

Toutefois pour certaines applications comme les 
recherches de traces au sein d' ecnanti lions biologiques 
et le sequencage d' ADIT, il est souhai table de pouvoir 
encore ameliorer la sensibility, la Vitesse et la 
selectivity de 1' analyse. Cette amelioration de 
sensibility permet dans certains cas d' analyse de 
fragments d* ABB d'yviter d'utiliser la technique PCR 
(Polymerase Chain Reaction: amplification en chaine par 
reaction) qui donne de bons resultats mais au prix d' une 
augmentation de la complexity de 1' analyse. II a yty 
suggery d'utiliser un faisceau laser pour exciter la 
fluorescence, ainsi FR-A- 2 558 262 dycrit 1' utilisation 
d'un faisceau laser pour 1' analyse par yiectrophorese 
25 classique de fragments d'ADN. 

Dans tous les systemes de dytection par fluorescence 
utilisys avec 1 ' electrophoryse capillaire, la 
fluorescence est recueillie soit dans le prolongement 
des rayons incidents soit orthogonalement C <cf . 
30 FR-A- 2 558 262 ainsi que E. K. Gassmann, J. E. Kuo and 
R. Zare, Science, 230 <1985>. S13; B. JTickerson and G. 
w. Jorgenson, J. High Res., il, <1988), 533; et Y. F. 
Cheng and IT. J. Dovichi. Science. 242 (1988), 562]. II 
est done necessaire d'utiliser deux systemes optiques. 
35 l'un pour focaliser ies rayons incidents sur le 
caDiliaire et I * autre pour recueillir la lumiyre emlse 
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et la focal iser sur un tube photomultiplicateur par 
exemple. 

Pour des raisons d 1 encombremsnt spatial, en 
particulier dans les montages orthogonaux, il n'est pas 
5 possible de placer les systemes optiques tres pres du 
capillaire et la distance qui les separe de celui-ci est 
de l'ordre de 1 cm, avec pour inconvenients principaux 
une faible collecte de la lumiere emise en fluorescence 
alors qu'on recueille en plus la lumiere produite par 
10 les diffusions Raman et Rayleigh, d* ou un rapport 
signal/bruit faible. Les fibres optiques qui sont 
parfois utilisees permettent d f approclier du capillaire 
mais on constate qu'elles ne donnent pas une bonne 
sensibilite ClO^M environ) <E. K. Gassmann et al, 
15 Science, op- cit. et US-A- 4 675 300). 

L' invention remedie A. ces inconvenients en 
fournissant un procede d' analyse par electrophorese 
capillaire avec detection de fluorescence, dans lequel 

on fait passer dans un capillaire d* electrophorese de 
20 diametre interieur inferieur ou egal A 100 un 
echantillon contenant les produits & analyser marques au 
besoin par un agent de fluorescence, 

on utilise un faisceau laser focalise sur le 
capillaire a l'aide d' un dispositif de concentration de 
25 la lumiere pour exciter la fluorescence, et 

on detecte la fluorescence de faqron colineaire, a 
l'aide du dispositif de concentration utilise pour 
focaliser le faisceau laser et d'un photodetecteur , 

L' expression "de faqon colineaire" signifie que la 
detection de la lumiere emise se fait dans l'axe 
d 1 illumination et du meme cote du capillaire, 

Les experiences effectuees monxrent de faqon 
inattendue qu' il est possible d' obtenir une sensibilite 
de detection bien meiileure qu'en utilisant un laser 
avec un montage orthogonal. En effet il s'avere que les 
limites de detection en concentration sont de 10" 13 M a 
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10— *M et celles de detection en masse sont de 60 a 200 
molecules dans le caplllaire, en fonction du prodult 
detecte. Le f luoresceine-thioisocyanate, utilise de 
maniere classique comme etalon de reference, a meme ete 
5 detecte a 6 x 10"' *K, ce qui correspond a peu pres au 
passage de 4 molecules dans le caplllaire. On atteint 
done les limites de detection physiques. Les autres 
systemes de detection bases sur des systemes orthogonaux 
ont des sensibilites de 3 ordres de grandeur (1000 fois) 
10 plus faibles que celui base sur un arrangement 
colineaire selon 1' invention. Dans B. K. Gassmann et al» 
Science, op. cit. , elle est de 10— M; dans B. Jickerson 
and G. V. Jorgenson. J. Hish Res. , op. cit. , elle est de 
10-' o M; et H. Swerdlow and R. Gesteland, Nucleic Acid 
15 Research, IS C1990) 1415 donnent une valeur de 10~" K. 

Par ailleurs on salt que le fait d'utillser des 
capillaires de faible diametre interieur permet certes 
une plus grande Vitesse d' analyse d'un melange de 
produits, propriete interessante dans beaucoup 
20 d- applications comme le controle qualite ou le 
sequencage d'ADJT, mais la sensibilite est alors reduite 
du fait des difficultes de collecte du rayonnement 
incident provenant du caplllaire et surtout de la faible 
quantite detectable. C est pourquoi les capillaires 
utilises jusqu'icl ont un diametre interne d'au moins 75 
um ou 100 um pour conserver une bonne sensibilite, alors 
que les resultats selon la presente invention ont ete 
obtenus avec des capillaires de 50 »m, de 25 urn ou meme 
de moins de 10 um de diametre interieur, car il est 
possible d- avoir une ouverture numerique elevee du fait 
que le dispositif de concentration est tres proche du 
caplllaire et que le pcint d- impact du faisceau laser 
permet une diminution du diametre du caplllaire sans que 
la sensibilite n' en patisse. 

En outre, 1* utilisation de tubes capillaires avec un 
diametre interne aussi faible que possible est tres 
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souhaitable en electropkorese capillaire car 
I'efficacite de separation obtenue est nettement 
superieure avec les capillaires de plus petit diametre. 
Ceci est principalement du au fait que 1' elargissement 

5 des bandes en electrophorese capillaire est en grande 
partie du a la convexion thermique creee par effet Joule 
a l'interieur du capillaire quand un courant 61ectrique 
passe dans le capillaire, Selon la loi d* Ohm, la 
quantity de chaleur due a 1* effet Joule produite a 

10 l'interieur du capillaire est directement 

praportionnelle au diametre interne du tube capillaire, 
ainsi plus faible est le diametre du tube, plus faible 
est 1' echauf fement, done plus grande est I'efficacitG de 
separation, 

15 Selon la pr6sente invention, il est possible de 

travailler avec des capillaires d* un diam&tre interne 
pouvant descendre jusqu'A 5 a 25 jim car l 1 element 
optique utilise pour la focalisation de la lumiere 
d f excitation et la collecte de la fluorescence emise 

20 peut avoir une ouverture numerique elevee permettant un 
placement tr6s proche par rapport au capillaire, comme 
indique precedemment , de sorte que la sensibility ne 
dlminue pas. 

II semble que les performances etonnantes du procede 
selon 1* invention proviennent de la combinaison des 
raisons suivantes : 

- la fluorescence est detectee du cote de 
!• echantillon qui est excite, done la ou elle est la 
plus intense, 

- elle est detectee dans 1 1 axe ou les diffusions 
Raman et Rayleigh sont les plus faibles, ce qui augmente 
le rapport signal /bru it , 

- la lumiere emise peut etre recueillie avec des 
lentil les cptiques avant une distance focale de moins de 
I mm, par exempie 330 M m » <au lieu <*e la valeur 
d' environ 1 cm imposee par les montages orthogonaux> et 



25 



30 



35 



WO 92/13229 



PCT/FR92/OO0I1 



6 



10 



15 



20 



25 



30 



une plus grande ouverture numerique, ce qui ameliore le 
signal recu. 

L' utilisation d' un seul dispositif optique et done 
d'un seul system de deplacement XYZ pour focaliser la 
lumiere incidente sur le capillaire et simultanement 
concentrer la lumiere emise sur le dispositif de 
collecte est avantageuse tant du point de vue de la 
structure simplifi6e du dispositif complet que de la 
limitation des manipulations a effectuer. 

II est en outre a noter que le dispositif complet 
selon la presente invention occupe un espace de l'ordre 
de 30 x 10 cm alors que ceux de la technique anterieure 
ant un encombrement important, par exemple celui decrit 
to S. Wu and N. J. Dovichi, J. Chrom. 480 C1989), 141 
qui constitue un banc optique de 120 x 180 cm. 

Un dispositif de mise en oeuvre du procede decrit ci- 
dessus. comprend une source de rayon laser, un diviseur 
de faisceau envoyant le faisceau laser a trayers un 
dispositif optique de concentration sur un capillaire 
d" electrophorese de diametre interieur inferieur ou egal 
a 100 urn, un f litre passe-haut ne laissant passer que la 
lumiere due a la fluorescence vers un photodetecteur qui 
est situe dans l'axe du faisceau incident en amont du 
diviseur de faisceau par rapport au faisceau incident. 

En dehors de 1' analyse d'acides amines marques par 
des composes fluorescents qui est effectuee de maniere 
classique par la technique d« electrophorese capillaire a 
detection par fluorescence, le precede selon la presente 
invention permex de reaiiser. en raison de sa tres 
grande sensibilite. des analyses qui n' out jusqu'a 
nresenx pas ete realisees par cette technique associant 
"l- electrophorese capillaire et la detection par 
fluorescence. On citera par exemple dans les domaines de 
la biologie moleculaire 1' analyse de peptides marques 
par des composes fluorescents. 1' analyse de material 
^ «eneticue. la recherche et le dosage de composes 
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specif iques permettant un diagnostic medical tant chez 
l'homme que chez 1' animal, les analyses de controle de 
qualite de produits pharmaceutiques <degre de purete, 
produits de degradation, stabilite des ingredients 

5 actifs et des excipients) , la determination de 
parametres pharmacocinetiques, 1' identification et le 
dosage de metabolites obtenus a partir de medicaments 
dans des echanti lions biologiques, etc, . • , et me me 
1* analyse d' ions (amines et/ou cations) par utilisation 

10 d'une detection indirecte de la fluorescence. De telles 
applications seront decrites plus en detail dans les 
exemples qui suivent. 

L 1 invention va maintenant etre decrite plus en detail 
en reference aux dessins annexes dans lesquels : 

15 la figure 1 est une representation schematique d'un 

dispositif de mise en oeuvre du procede selon 
1' invention, 

la figure 2 est une representation schematique d'un 
autre mode de mise en oeuvre du procede selon 
20 1' invention, utilisant un detecteur de la fluorescence 
emise different, 

les figures 3a et 3b sont respect ivement des scheinas 
montrant les principaux sens d' emission de la 
fluorescence et des diffusions Raman et Rayleigh, 
25 les figures 4a et 4b illustrent 1' impact du faisceau 

laser sur le capillaire. 

les figures 5a a 5d sont des exemples des 
electrophorogrammes obtenus pour diff^rents acides 
amines, 

3 0 la figure 6 illustre la detection d'un nonapeptide 

<bradylcinine) , 

la figure 7 illustre 1' analyse de maxeriel genetique, 
la figure 8 iilustre la detection de la substance P, 
hormone largement repandue chez les mammiferes, 



WO 92/13229 



PCT/FR92/00011 



8 



10 



15 



les figures 9a et 9b montrent la detection d' un 
antibiotique et de ses produits de degradation a partir 
d'un echantillon dans l'eau et dans 1* urine, 

la figure 10 illustre l'analyse d' ions utilisant la 
detection par fluorescence indirecte. 

Un tube capillaire 1 d' electrophorese, d'un diametre 
interieur inferieur ou egal a 100 urn, par example de 50 
um ou 25 um ou me me de 5 »m, est monte de maniere 
classique aux bornes d' une source 2 d'energie haute 
tension (de 0 a 30 kV, et de 0 a 300 uA> • 

Une source 3 de rayon laser envoie un faisceau laser 
4 sur un diviseur chromatique 5 de faisceau qui dirige 
le faisceau 4 dans un dispositif optique de 
concentration de la lumiere 6, qui focalise le faisceau 
4 sur la zone de detection du capillaire 1. Le diviseur 
chromatique 5 est choisi de facon a reflechir la lumiere 
ayant la longueur d'onde d' excitation de la fluorescence 
et a laisser passer la lumiere de longueur d'onde 
superieure correspondant a la fluorescence. La lumiere 
20 emise par fluorescence recueillie par le dispositif 
optique 6 <par exemple une lentille ou un systeme de 
lentilles) traverse le diviseur chromatique 5 et va 
f rapper un photodetecteur 7. Bntre le diviseur 5 et le 
photodetecteur 7, on place avantageusement un f litre 
passe-haut 8 a longueur d'onde de coupure legerement 
superieure a la longueur d'onde de coupure du diviseur 
chromatique pour achever d'eliminer la lumiere ne 
correspondant pas a la fluorescence et un f litre 
d' interference 9 pour elirainer la lumiere residuelle 
provenant du laser. 

Le choix de la longueur d'onde du faisceau laser et 
des longueurs d'onde de coupure des elements 5 et 8 est 
bien entendu fonction de la fluorescence a detector. On 
peut toutefois mentionner que pour l'analyse des acides 
amines qui se fait avec transformation des composes a 
recfaercher en derives de f luoresceine, on utilise 
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avantageusement un laser a 1* ion argon refroidi A l'air 
dont on isole la rale a 488 nm que I'on envoie sur un 
miroir dichroique (diviseur de faisceau,) qui reflechit 
les longueurs d'onde inferieures a 510 nm, avec un 
5 filtre passe-haut de 520 nm. Un systeme de lentilles de 
grossissement 40x et ayant une ouverture numerique de 
0,75 focalise le faisceau laser sur un capillaire en 
silice fondue de 25 jxm de diametre interieur par 
exemple, Le faisceau laser utilise a un impact de 5 fim 
10 sur le capillaire, ce qui permet d'utiliser des 
caplllaires dont le diametre interieur peut descendre 
jusqu'A 5 Le capillaire peut contenir un tampon ou 

etre garni de gel. 

Le photodetecteur est un tube photomultiplicateur 
15 relie 6. un convertisseur 10 intensite- tension dont le 
signal de sortie est transmis a travers un filtre 11 A 
un enregistreur & papier 12 (figure 1>. 

On a constate lors d'essais avec des capillaires tres 
fins <5 M m > que l'on obtient des vitesses d f analyse 
20 importances sans que la sensibilite n' en pAtisse. De ce 
fait 11 apparait comme tout A fait approprie d'utiliser 
cette technique A la place de 1 * electrophorese classique 
sur plaques pour le sequengage d'ADN ou de proteines, 

Comme photodetecteur, on peut egalement utillser un 
25 dispositif & couplage de charge (CCD) dont on salt qu'il 
peut suivre simultanement plusieurs radiations 
d* emission, done plusieurs f luorophores. Ceci est tres 
avantageux lors du sequengage d'ADN qui libere quatre 
bases auxquelles on peut associer quatre f luorophores 
30 differents. Dans ce cas, apres le filtre passe-haut 8, 
est place un polychromateur 20, une tete de camera 21. 
son electronique associee 22 qui est reliee A un 
dispositif de visualisation et d 1 enregistrement 24, 
ainsi qu'a un ordinateur (.figure 2). Le f onctionnement 
35 d'un tel dispositif tei qu 1 applique a 1 • electrophorese 
capillaire avec detection de fluorescence en montage 



WO 92/13229 



PCT/FR92/00011 



10 



orthogonal est decrit par Yung-Fong Cheng et al dans 
Applied Spectroscopy 44., n*5 C1990) p. 755-765, Mais la 
sensibility obtenue n'est que lO"" 11 *^ a comparer avec 
les rfesultats selan la presente invention. 
5 Les figures 3a et 3b montrent respect ivement 

1' Emission de fluorescence 16 pour la zone excitee 15, 
et les emissions Raman et Rayleigh: intensity moyenne 
orthogonalement , f leches 17; intensity forte, filches 
18; et intensity faible dans la direction de la 
10 fluorescence, filches 19. 

Les figures 4a et 4b montrent 1' impact d* un faisceau 
laser sur des capillaires de diametre inter ieur de 75 Jim 
et 25 fxm respect ivement . On voit que pour une m&m e 
longueur de capillaire de 10 mm, la quantity detectable 
15 est d*autant plus faible que le diametre int6rieur est 
faible. II importe done d 1 avoir un point d' impact tres 
localise tout en preservant la quality de la detection. 

Examples d' application 
Exemple 1 

20 On analyse des echantillons contenant de la 

phenylalanine 5 x 10-' 3 K, de l'arginine 10~ % **VL 9 de la 
cysteine 8,25 x lO^'H et de la glycine 1,3 x 10 ,3 M en 
utilisant le dispositif decrit ci-dessus avec un 
capillaire de 25 jxm, on obtient des enregistrements sur 

25 papier dont les figures 5a a 5d sont des reproductions. 
Exemple 2 

On fait reagir de la bradykinine (un nonapeptide de 
formule Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg> avec du 
f luoresceine-isothiocyanate a 1 ' extremite amino a une 

3Q concentration de 7 x 10* 3 M dans un tampon borate 50 mM 
pH9, on l'introduit dans un tube capillaire de 60 cm de 
longueur et 75 urn de diametre mont6 dans le dispositif 
decrit precedemment et on applique une tension elevee 
(environ 30 kV> . La figure 6 est une reproduction de 

35 1' enregistrement sur papier obtenu, le pic correspondant 
a la bradykinine etant indique par une fieche. 
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Exemple 3 

Dans cet exemple, on monte dans le dlspositif un 
capillaire de 40 cm de longueur et de 50 jim de diametre 
rempli d'un gel de polyacrylamide. Une petite portion 
5 d'un 6chantillon de material gen6tique est introduite 
dans le capillaire en solution dans du tampon 1 X TBE, 
par injection 61ectrocin6tique. La duree de 1' injection 
est de 5 secondes et la tension appllqu&e est de 200 
V/cbl Comme le montre la figure 7 qui reproduit 
10 1 * enregistrement sur papier obtenu, un oligonucleotide 

21— mer A une concentration de 10 —11 M est nettemant 
s6par6 de ses voisins les plus proches 20- mer et 

22- mer. 
Example 4 

15 Ceci est un exemple illustratif de ce que la presente 

technique permet de realiser en matiere de diagnostic 
medical et veterinaire. 

La substance P est une hormone largement repandue 
chez les mammiferes et sa concentration dans les fluides 

20 biologiques permet certains diagnostics, Ici le fluide 
blologlque examine est un dialysat preleve par une sonde 
de microdialyse placee dans la substantia nigra 
(striatum) d'un rat, D'une maniere similaire & celle 
utilisee dans 1' exemple 2, la substance P est marquee au 

25 f luoresceine-isocyanate et est ensuite analysee dans un 
capillaire de 50 cm de longueur et 75 fim de diametre 
dans un tampon de borate 50 mM pH9 sous une tension de 
20 kV. La figure 8 est une reproduction de 
1 9 enregistrement sur papier obtenu. 

30 Exemple 5 

Le procede d' analyse selon la presente invention 
permex d 1 analyser le degre de purete, les produits de 
degradation et la stabilite de produits pharmaceutiques, 
ici d'un antibiotique. 

35 On analyse une solution d* ampicilline dans de l'eau 

en marquant 1 * ampicilline comme dfecrit dans I 1 exemple 2. 
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La figure 9a est une reproduction de 1 1 enregistrement 

sur papier obtenu montrant la presence d* ampicilline CI) 

et de produits de degradation et/ou d' impuretes de 

synthese (2) en plus faibles quantites. 
5 La meme technique peut s'appliquer & des etudes 

pharmacocinetiques, par analyse d* echanti lions d' urine 

ou d'autres fluides biologiques. 

La figure 9b illustre 1* analyse ainsi faite de 

!• ampicilline dans un 6cliantillon d' urine, oti 1 designe 
10 !• ampicilline, 2 les metabolites et 3 les produits 

inconnus. 

Dans les deux cas Cfigure 9a et figure 9b> f les 
identifications des differents produits sont faites par 
comparaison de temoin blanc Ceau ou urine) , de reactif 
15 de marquage temoin et dans le cas d' une etude 
pharmacocinetique, d' urine au temps zero Cavant 
administration de 1' ampicilline > . 
Exemple 6 

On analyse une solution aqueuse contenant les anions 
20 suivants Br~, Cl~, SQ-*~, XOzT, HO*-, F~* et CO*- en 
faisant passer cette solution dans un capillaire 
contenant un tampon ayant une concentration d 1 environ 
10-*»K de fluoresceine, ce tampon fournissant une 
fluorescence permanente seulement interrompue par le 
25 passage des ions non f luorescents. 

La figure 10 reproduit 1 • enregistrement sur papier 
obtenu, montrant une separation nette des differents 
anions, & des concentrations aussi faibles que 10 M. 



Les exemples precedents ant ete donnes a titre 
illustratif des applications possibles de la presente 
invention, applications qui n'avaient jamais ete 
envisagees pour la combinaison electropkorese capillaire 
- detection par fluorescence et qui ne sont realisables 
en pratique que grace a 1 1 utilisation du precede et du 



WO 92/13229 



PCT/FR92/00011 



13 



dispositif utilisant un capillaire d* elect rophorese de 
mains de 100 juun, une illumination par laser et une 
detection colineaire de la fluorescence. 
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HE VEND I CAT I OlfS 

1 % ~ Procede d' analyse par elect rophorese capillaire 
avec detection par fluorescence, dans lequel 

on fait passer dans un capillaire d 1 electrophorese de 
diametre interieur inferieur ou egal A 100 /im un 
echantillon contenant les produits & analyser marques au 
besoin par un agent de fluorescence, 

an utilise pour exciter la fluorescence un faisceau 
laser focalise sur le capillaire par un dispositif de 
concentration de la lumiere et 

on detecte la fluorescence de maniere colineaire, 
soit dans l'axe d 1 illumination par le faisceau laser et 
du meme cote du capillaire, & l'aide du dispositif de 
concentration de la lumiere utilise pour focaliser le 
faisceau laser et d* un photodetecteur. 

2.- Precede selon la revendi cation 1, caracterise en 
ce que le capillaire est garni de gel. 

3 t - Procede selon la revendi cat ion 1, caracterise en 
ce que le capillaire est rempli d 1 un tampon. 

4 # - Procede selon I'une quelconque des revendi cat ions 
1 A 3, caracterise en ce que le photodetecteur est un 
tube photomultiplicateur. 

5. - Procede selon 1'une quelconque des revendi cat ions 
1 a 3, caracterise en ce que le photodetecteur est un 
dispositif a couplage de charge. 

6. - Utilisation du procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, pour ia recherche de substances 
naturelles dans les fluides biologiques. 
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7. - Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5» pour des etudes pharmacocinetiques 
ou de qualite de produits pharmaceutiques. 

8. - Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 5, pour le sequengage d'ADBT. 

9. - Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 5, pour l 1 analyse d'ions. 
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